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Prdvodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pfistroj NextSeq 550Dx
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Privodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pfistroj NextSeq 550Dx

Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx nejprve demultiplexuje indexovana Cteni. V pfipadé
pouziti vygeneruje modul DNA GenerateFASTQ Dx pfechodné vystupni soubory ve formatu FASTQ a poté
ukoncCi pracovni postup. Neprovadi se zadné zarovnani ani dalsi analyza. Soubory FASTQ jsou
pozadovanym vstupem pro analyzu pomoci analytickych nastrojl tretich stran.

Modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx Ize spustit v aplikaci Local Run Manager v3.1.0
(nebo novéjsi) a je kompatibilni s obsluznym softwarem NextSeq 550Dx Operating Software (NOS) v1.4
(nebo novéjsim). Analyticky modul podporuje sekvenovani az po analyzu pro rozbor lllumina DNA Prep
With Enrichment Dx.

Popis této prirucky

Tato prirucka poskytuje navod k nastaveni parametrt béhu pro sekvenovani a analyzu pro diagnosticky
analyticky modul DNA GenerateFASTQ. Pouziti softwaru vyzaduje zakladni znalost aktualniho operacniho
systému Windows a uzivatelského rozhrani zalozeného na webovém prohlizeci. Informace o ovladacim

panelu a systémovych nastavenich softwaru Local Run Manager naleznete v referencni priru¢ce pfistroje
NextSeq 550Dx (dokument ¢. 7000000009513).

Nastaveni parametrt

1 Prihlaste se do aplikace Local Run Manager.
2 Vyberte moznost Create Run (Vytvorit béh) a potom vyberte moznost DNA GenerateFASTQ Dx.

3 Zadejte jedineCny nazev béhu, ktery béh identifikuje od sekvenovani az po analyzu (maximalné
40 znakd).
Nazev béhu miZe obsahovat alfanumerické znaky, mezery a specialni znaky *.~1@#$%-_{}.
Nelze pouzit nazev z predchoziho béhu.

4 [Volitelné] Pro lepsi identifikaci béhu zadejte popis béhu (maximéalné 150 znakd).
Popis béhu mlze obsahovat alfanumerické znaky, mezery a nasledujici specialni znaky:
~l@#$%-_{}.

5 Nakonfigurujte nasledujici nastaveni béhu:
Index Plate (Indexacni deska) — vyberte rozlozeni indexacni desky pouzité pfi pfipraveé knihovny.
K dispozici jsou moznosti Index Set A (Sada index0 A), Index Set B (Sada index( B) a Index Set AB
(Sada indext AB). Dalsi informace o rozlozeni indexaéni desky naleznete v pribalovém letaku pro
sadu lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.
Sady indext A a B obsahuiji 96 vzork( a odpovidajici unikatni dualni primery (UDPs, unique dual
primers). Sada indexd AB obsahuje 192 vzork{ a odpovidajici unikatni duaini primery.
Read Type (Typ ¢teni) — Vyberte moznost Single read (Jedno ¢teni) nebo Paired-End (Paroveé-
koncové). Ve vychozim nastaveni je nastaven typ &teni Paired-End (Parové-koncoveé).
Read Lengths (Délky ¢teni) — Zadejte délku ¢&teni. Vychozi délka Cteni je 151.

6 V Casti Module-Specific Settings (Nastaveni specificka pro dany modul) nastavte moznost Adapter
Trimming (OFiznuti adaptéru).
Ofriznuti adaptéru je ve vychozim nastaveni povoleno.
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Privodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pfistroj NextSeq 550Dx

7 Vyberte pocet vzorkl, které se maji sekvenovat. Zvoleny pocet vzorkl se vaze na automaticky
vyplhiovana doporuceni UDP. Pokud nechcete pouzivat doporu¢eni UDP, vyberte moznost Custom
(Vlastni).

Pokud v rozeviracim seznamu neni pocet vzorkU, které sekvenujete, vyberte nejblizsi pocet vzorkd.
Dbejte na to, aby vybrané &islo bylo mensi nez pocet sekvenovanych vzorkdl, a podle potfeby
pridaveijte dalsi UDP. Kdyz naptiklad chcete testovat 18 vzorkd, vyberte 16 vzorkda.

Specifikace vzork( pro béh

Vzorky pro béh zadejte pomoci jedné z nasledujicich moznosti.
Ruéni zadani vzork( — PouZijte prazdnou tabulku na obrazovce Create Run (Vytvorit béh).

Importovani vzorkd — Prejdéte do externiho souboru ve formatu *.csv (Carkou oddélené ldaje).
Na obrazovce Create Run (Vytvoreni béhu) je k dispozici Sablona ke stazeni.

Ruc¢ni zadani vzorkd

1 Na karté Sample ID (ID vzorku) zadejte jedine¢né ID vzorku. PouZijte alfanumerické znaky a/nebo
pomicky (maximéalné 40 znakd).
ID vzorku a odpovidajici popis vzorku a pozice UDP jsou zobrazeny modre, ¢imz je oznaceno, ze je
vzorek zadan.

2 [Volitelné] Chcete-li vybrat pozitivni a negativni kontrolni vzorky, kliknéte pravym tlacitkem mysi na
jamky se vzorky.

3 [Volitelné] Zadejte popis vzorku na karté Sample Description (Popis vzorku). Popis vzorku mize
obsahovat alfanumerické znaky, tecky a specialni znaky "~1@#$%-_{}. Mezery nejsou povoleny.

Pokud je ID vzorku spojené s popisem vzorku znovu pouzito pii pozdéjSim béhu, plvodni popis vzorku

se prepise.

4 Podle potreby upravte doporucené pozice UDP. Navrhované pozice jamek pro vzorky jsou zvyraznény

Zluté, fialové, oranzové a rlizove.
Pokud pouZijete navrzené jamky pro vzorky, software automaticky vyplni indexové adaptéry UDP,

které splniuji pozadavky na diverzitu indexd. Pokud zvoleny pocet vzork( neodpovidé presnému podtu

vzorkd, které testujete, vyberte indexové adaptéry UDP pro dalsi jamky.

5 [Volitelné] Chcete-li exportovat soubor s informacemi o vzorku, vyberte moznost Export Samples
(Exportovat vzorky).

6 Vyberte moznost Save Run (Ulozit béh).

Importovani seznamu vzorkd

Informace o vzorku mizZete importovat ze souboru s informacemi o vzorku dfive exportovaného z modulu
DNA GenerateFASTQ Dx pomoci funkce Export Samples (Exportovat vzorky) nebo ze souboru Sablony,
ktery Ize vygenerovat vyb&rem moznosti Template (Sablona) na obrazovce Create Run (Vytvotit béh).
Pokyny k vytvareni a exportu informaci o vzorcich naleznete v ¢asti Rucni zadani vzork( na strané 4.

Soubor Sablony neobsahuje automaticky vyplnéna doporuceni UDP.

Dokument ¢. 200015671 v01 CZE
URCENO K DIAGNOSTICE IN VITRO



Privodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pfistroj NextSeq 550Dx

Uprava souboru $ablony:

1 Pro nové rozvrzeni desky vyberte na obrazovce Create Run (Vytvorit béh) moznost Template
(Sablona). Soubor se Sablonou obsahuje spravné nadpisy sloupct pro importovani. Soubor upravte
néasledujicim zpldsobem.

a Otevrete seznam vzorkd v textovém editoru.
b Zadejte pozadované informace o vzorku.
¢ UloZzte soubor ve formatu *.csv (hodnoty oddélené ¢arkou). Ujistéte se, Ze jsou ID vzorkd
jedinec¢na.
Import informaci o vzorku:
2 Vyberte moznost Import Samples (Importovat vzorky) a pak vyberte soubor CSV.

3 [Volitelné] Pomoci funkce Export (Exportovat) mizete informace o vzorku exportovat do externiho
souboru.

4 Vyberte moznost Save Run (Ulozit beh).

Uprava béhu

Navod k Upravé informaci o béhu pred sekvenovanim naleznete v referencéni pfiruc¢ce pro pristroj
NextSeq 550Dx (dokument ¢. 7000000009513).

Analyticky modul DNA GenerateFASTQ Dx provede nasledujici kroky analyzy a poté zapiSe vystupni
soubory analyzy do slozky Alignment (Zarovnani).

Demultiplexace ¢teni index(
Generovani soubortl FASTQ

Demultiplexovani

Demultiplexovani porovnava kazdou sekvenci ¢teni indexu se sekvencemi indexu specifikovanymi pro béh.
V tomto kroku se nezohlednuji zadné kvalitativni hodnoty.

Cteni indexu se identifikuji pomoci nasledujicich krokd:
Vzorky jsou ocislované od 1 podle poradi, ve kterém jsou uvedené v béhu.
Cislo vzorku 0 je rezervovano pro klastry nepfifazené k zadnému vzorku.

Klastry se ke vzorku pfifadi, kdyz se sekvence indexu presné shoduje nebo kdyz se v indexu &teni
vyskytuje maximalné jedna neshoda.

Generovani soubord FASTQ

Po demultiplexovani software generuje prechodné analytické soubory ve formatu FASTQ, coz je textovy
format pouzivany k reprezentaci sekvenci. Soubory FASTQ obsahuiji ¢teni pro kazdy vzorek a souvisejici
skore kvality. VSechny kontroly pouzité pro béh a klastry, které neprojdou filtry, se vyloudi.

Kazdy soubor FASTQ obsahuje ¢teni pouze pro jeden vzorek a nazev tohoto vzorku je v ndzvu souboru
FASTQ. Soubory FASTQ jsou primarnim vstupem pro zarovnani.
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Privodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pfistroj NextSeq 550Dx

1 Na ovladacim panelu modulu Local Run Manager vyberte nazev béhu.
2 Na karté Run Overview (Prehled béhu) zkontrolujte metriky béhu sekvenovani.

3 Chcete-li zménit umisténi souboru dat analyzy, aby bylo v budoucnu mozné znovu zaradit vybrany
béh, vyberte ikonu Edit (Upravit) a upravte cestu vystupni slozky béhu.
Néazev vystupni slozky béhu nelze upravit.

4 [Volitelng] Chcete-li zkopirovat cestu vystupni sloZzky b&hu, vyberte moznost Copy to Clipboard
(Kopirovat do schranky).

5 Vyberte kartu Sequencing Information (Informace o sekvenovani) a zkontrolujte parametry béhu a
Udaje o spotfebnim materialu.

6 Chcete-li zobrazit vykaz analyzy, vyberte kartu Samples & Results (Vzorky a vysledky).
Pokud byla analyza znovu zafazena, vyberte pfisluSnou analyzu z rozeviraciho seznamu Select
Analysis (Vybrat analyzu).
Na levém navigacnim panelu vyberte ID vzorku a zobrazte vykaz pro dalSi vzorek.

7 [Voliteln&] Chcete-li zkopirovat cestu slozky analyzy, vyberte moznost Copy to Clipboard (Kopirovat do
schranky).

Vysledky jsou shrnuty na karté Samples and Results (Vzorky a vysledky).

Vzorky
Tabulka1 Tabulka pro vzorky
Zahlavi sloupce Popis
Sample ID (ID vzorku) ID vzorku zadané pfi vytvoreni béhu.
Plate (Deska) Deska pridana k indexac¢ni desce pfi vytvoreni béhu. Sloupec se zobrazi pouze v pfipadé,
ze je vybrana indexacni deska AB.
Index Well (Indexacni jamka) Indexacni jamka s uvedenim umisténi jamky pro vzorek pfi vytvareni béhu.
Description (Popis) Popis vzorku zadany pfi vytvoreni béhu.
UDP UDP pouzity se vzorkem.
Control (Kontrola) Pozitivni nebo negativni kontrola pouzité pro vzorek.
Indexace

Tabulka 2 Tabulka pro indexaci

Zahlavi sloupce Popis

Index Number (Cislo indexu) Pridélené ID na zakladé poradi, v jakém jsou vzorky uvedeny v tabulce vzorkd.
Sample ID (ID vzorku) ID vzorku zadané pfi vytvoreni béhu.

UDP UDP pouzity se vzorkem.

% Reads ldentified (PF) (% Procento Cteni, které prosly filtry.

identifikovanych ¢teni (PF))
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Privodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pfistroj NextSeq 550Dx

Pro analyticky modul DNA GenerateFASTQ Dx jsou generovany nasledujici vystupni soubory analyzy.

Nazev souboru Popis
Demultiplexovani (*.demux) Mezisoubory obsahujici vysledky demultiplexovani.
FASTQ (*.fastq.gz) Mezisoubory obsahujici pfifazeni baze a s nim spojené skore kvality. Soubory FASTQ jsou

primarnim vstupem pro zarovnani.

Format demultiplexovaciho souboru

Pri demultiplexovani se ¢te sekvence indexd prifazena ke kazdému klastru, aby se urcilo, ze kterého
vzorku klastr pochazi. Prifazeni mezi klastry a Cislem vzorku se zapisuje do demultiplexovaciho souboru
(*.demux) pro kazdou dlazdici pritokové kyvety.

Format pojmenovani demultiplexovaciho souboru je s_1_X.demux, kde X je ¢islo dlazdice.
Demultiplexovaci soubory zacinaji hlavickou:

Verze ( 4bajtové celé &islo), aktualné 1

Pocet klastrl ( 4bajtové celé Cislo)
Zbytek souboru tvori ¢isla vzorkl pro jednotlivé klastry z dlazdic.

Po dokonceni demultiplexovani vytvori software demultiplexovaci soubor s ndzvem
DemultiplexSummaryF1L1.txt.

F1 predstavuje v ndzvu souboru ¢islo pritokové kyvety.
L1 predstavuje v nazvu souboru Cislo cesty.

Vysledkem demultiplexovani je tabulka s jednim fadkem pro kazdou dlazdici a jednim sloupcem pro
kazdy vzorek, véetné vzorku 0.

Nejcastéji se vyskytujici sekvence ve ¢tenich indexu.

Format souboru FASTQ

FASTQ je textovy format souboru, ktery obsahuje pfifazeni baze a kvalitativni hodnoty pro kazdé &teni.
Kazdy zaznam ma 4 radky:
Identifikator
Sekvence
Znaménko plus (+)
Skore kvality Phred v kédovaném formatu ASCIl + 33
Identifikator je formatovan jako:
@ptistroj:ID b&hu:ID pritokové kyvety:cesta:dlazdice:X:Y &islo Ctenf:priznak filtru:0:&fslo vzorku
Priklad:
@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC
n

<> ##=><9=AAAAAAAARAAO# : <#<;<<L?222#=
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Privodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pfistroj NextSeq 550Dx

Doplrikové vystupni soubory

Nasledujici vystupni soubory poskytuji dopliujici informace nebo shrnuji vysledky béhu a chyby analyzy.
Ackoli nejsou tyto soubory pro vyhodnoceni vysledk( analyzy nutné, Ize je pouzit pfi feseni probléma.
Pokud neni uvedeno jinak, jsou vSechny soubory umistény ve slozce Alignment (Zarovnani).

Nazev souboru Popis

AdapterTrimming.txt Vypisuje pocet ofiznutych bazi a procento bazi pro kazdou dlazdici. Tento soubor
je k dispozici pouze v pfipadg, ze bylo pro béh zadano ofiznuti adaptéru.

AnalysisLog.txt Protokol zpracovani, ktery popisuje kazdy krok, k némuz doslo b&éhem analyzy
aktualni slozky béhu. Tento soubor neobsahuje chybova hlasen.
Nachazi se na kofenové urovni slozky béhu.

AnalysisError.txt Protokol zpracovani, ve kterém jsou uvedeny vSechny chyby, které se vyskytly
béhem analyzy. Tento soubor bude prazdny, pokud se nevyskytly zadné chyby.
Nachazi se na kofenové urovni slozky béhu.

CompletedJoblinfo.xml Vypisuje se po dokonceni analyzy a obsahuje informace o pribéhu, jako je
datum, ID pritokové kyvety, verze softwaru a dal$i parametry.
Nachézi se na kofenové urovni slozky béhu.

Checksum.csv Obsahuje nazvy soubort a jedine¢né hodnoty kontrolnich souctd pro uréené a
neurcené soubory FASTQ, soubory BCL a soubor SampleSheetUsed.csv.

DemultiplexSummaryF1L1.txt Zobrazi vysledky demultiplexovani v tabulce s jednim radkem pro kazdou dlazdici
a jednim sloupcem pro kazdy vzorek.

GenerateFASTQRunStatistics.xml Obsahuje souhrnné statistiky specifické pro dany béh.
Nachazi se na kofenové urovni slozky béhu.

Slozka analyzy
Ve slozce analyzy jsou uloZzeny soubory vygenerované softwarem Local Run Manager.
Vztah mezi vystupni slozkou a slozkou analyzy je nasledujici:

Software Real-Time Analysis (RTA) béhem sekvenovani napini vystupni slozku soubory vytvorenymi
béhem analyzy obrazu, pfifazeni baze a vyhodnocovani kvality (skore kvality).

Software RTA kopiruje soubory do slozky analyzy v realném Case. Po pfifazeni skore kvality kazdé bazi
pro kazdy cyklus zapiSe software do obou slozek soubor RTAComplete.xml.

Jakmile je vytvoren soubor RTAComplete.xml, zahdji se analyza.

Béhem analyzy software Local Run Manager zapisuje vystupni soubory do slozky analyzy a poté je
kopiruje zpét do vystupni slozky.

Slozky zarovnani

Pokazdé, kdyz je analyza znovu zafazena do fronty, vytvori software Local Run Manager slozku zarovnani
s nazvem Alignment_N (Zarovnani_N), kde N je poradove Cislo.

Struktura slozky
([~ Data
ﬁAIignment_## or Alignment_Imported_##
(= [Gasové razitko bshul]
[~ DataAccessFiles
([ Fastq
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= FastgSummaryF1L1.txt
[=ISample1_S1_L0O01_R1_001.fastqg.gz
[=ISample2_S2_L001_R2_001.fastqg.gz
= Undetermined_S0_L001_R1_001.fastqg.gz
[ZlUndetermined_SO_L001_R2_001.fastq.gz
(= Logging
=/ BuildFastgO.stdout.txt
(| BuildFastg1.stdout.txt
=l commands.txt
(" Plots
=| AdapterCounts.txt
(=l AdapterTrimming.txt
= AnalysisError.txt
=l AnalysisLog.txt
[=I Checkpoint.txt
=/ Checksum.csv
I CompletedJoblnfo.xml
= DemultiplexSummaryF1L1.txt
=l GenerateFASTQRunStatistics.xml
=] SampleSheetUsed.csv

Prirazeni baze a diverzita indexu

Pri sekvenovani vzork( na pristroji NextSeq 550Dx se pomoci procesu prifazeni baze urcuje baze (A, C, G
nebo T) pro kazdy klastr dané dlazdice nebo zobrazovaci oblasti na pritokové kyveté v uréitém cyklu.
Pristroj NextSeq 550Dx pouziva dvoukanéalové sekvenovani, které vyzaduje k zakddovani dat pro 4 baze
DNA dva snimky, jeden z Cerveného a jeden ze zeleného kanalu.
Proces ¢teni indexu pfifazeni baze se lisi od procesu jinych Cteni pfifazeni baze.
Cteni index(l musi v nékterém ze dvou prvnich cykld zaéinat alespori jednou bézi, které je jind nez G.
Pokud Cteni indexu zacina dvéma pfifazenimi baze G, negeneruje se zadna intenzita signalu. Signal musf
byt pfitomen alespon ve dvou prvnich cyklech, aby byl zajistén vykon demultiplexovani.
Pokud indexy nesplnuji pozadavky na diverzitu, zobrazi se pfi vybéru indexd béhem vytvareni béhu
varovani o nizké diverzité. Chcete-li pfedejit varovani o nizké diverzité, vyberte indexové sekvence, které
poskytuji signal v obou kanalech pro kazdy cyklus.

Cerveny kandl — A nebo C

Zeleny kanal — A nebo T

Tento proces pfifazeni baze zajistuje presnost pfi analyze vzorkd s nizkou ¢etnosti. Dalsi informace o
sekvencich index( naleznete v pribalovém letaku pro sadu lllumina DNA Prep With Enrichment Dx.

Bé&hem vytvareni béhu zvolite v softwaru Local Run Manager pocet vzorkd, které se maji testovat.
Navrhované kombinace indexU, které spliuji pozadavky na diverzitu indexU, jsou automaticky vyplnény
softwarem. Ackoli neni nutné pouzivat navrhované kombinace indext UDP, doporucuje se to.
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Pravodce pracovnimi postupy pro modul Local Run Manager DNA GenerateFASTQ Dx pro pristroj NextSeq 550Dx

Technicka pomoc

Pokud potfebujete technickou pomoc, obratte se na technickou podporu spole¢nosti lllumina.

Web: www.illumina.com
E-mail: techsupport@illumina.com

Telefonni Cisla na zékaznickou podporu spole¢nosti lllumina

Oblast

Bezplatna linka

Regionalni linka

Severni Amerika

+1 800 809 4566

Austrilie +1 800 775 688

Belgie +32800 77160 +32340029 73
Cina 400 066 5835

Dénsko +45 808 201 83 +45898 711 56
Finsko +358 800 918 363 +358 974 790 110
Francie +33805 102193 +33170 770 446
Hongkong, Cina 800960230

Irsko +353 180 093 6608 +353 016950506
Italie +39 800985513 +39 236 003 759
Japonsko 0800 111 5011

Jizni Korea +82 80 234 5300

N&mecko +49 800 101 4940 +49 893 803 5677
Nizozemsko +31 800 022 2493 +31207 132 960
Norsko +47 800 168 36 +47 219396 93
Novy Zéland 0800 451 650

Rakousko +43 800 006 249 +43192 865 40
Singapur +1 800 579 2745

Spojené kralovstvi +44 8000126019 +44 207 3057197
Spanélsko +34 911899417 +34 800300 143
Svédsko +46 850619 671 +46 200 883 979
Svycarsko +41 565 800 000 +41 800200 442
Taiwan, Cina 00806651752

Ostatni zemé

+44 1799 534000

Bezpec¢nostni listy (SDS) — k dispozici na webu spole¢nosti lllumina na adrese

support.illumina.com/sds.html.

Dokumentace k produktu — je k dispozici ke stazeni z webu support.illumina.com.
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